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Filogenetska analiza proteinov družine FET pri sesalcih 
Povzetek 
Proteini družine FET (proteini FUS, EWS in TAF15) so RNA- in DNA-vezavni proteini, 
ki v celicah opravljajo številne funkcije. Na več nivojih regulirajo izražanje genov, 
vzdržujejo stabilnost mRNA in tvorijo stresna zrnca. Primarno so proteini jedrni, lahko 
pa prehajajo tudi v citoplazmo. Razporeditev domen je pri vseh proteinih enaka, prav tako 
pa so vsem z bioinformatskimi metodami določili prionom podobno domeno. Mutacije 
proteinov FET so povezane z nekaterimi nevrodegenerativnimi boleznimi, zato so 
pomembno področje za raziskovanje. Za bolezensko stanje so značilni proteinski agregati 
v citoplazmi, proteini pa s tem pridobijo toksično funkcijo ali pa izgubijo svoje normalne 
funkcije. V okviru diplomske naloge smo z različnimi bioinformatskimi metodami 
analizirali proteine družine FET. S pomočjo filogenetske analize smo preučili njihovo 
evolucijo znotraj sesalcev in jo primerjali z evolucijo sesalskih vrst. Ugotovili smo, da se 
filogenetski odnosi posameznih proteinov FUS, EWS in TAF15 v glavnem ujemajo z 
evolucijo sesalskih vrst. Analizo evolucije smo pri proteinu FUS razširili tudi na 
vretenčarje, vendar so bile vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap) 
prenizke, da bi bili evolucijski odnosi zanesljivi. Ugotovili smo, da so se geni, ki 
zapisujejo proteine FET, podvojili že pred nastankom posameznih sesalskih vrst. Prav 
tako smo analizirali ohranjenost domene QGSY proteina EWS pri vretenčarjih in potrdili, 
da je tirozin bolj ohranjen kot preostale aminokisline, ki se v domeni pojavijo podobno 
pogosto. Poleg tirozina smo kot pogosto ohranjenega identificirali tudi glutamin. Analizo 
o ohranjenosti aminokislin znotraj domene QGSY bi lahko še nadgradili, tako da bi jo 
razširili še na preostala proteina družine FET. 
Ključne besede: FUS, EWS, TAF15, filogenija, domena QGSY 
  
  
 
  
  
 
Phylogenetic Analysis of the FET Protein Family in Mammals 
Abstract 
Members of the FET protein family (FUS, EWS and TAF15) are RNA- and DNA-binding 
proteins that have several roles in cells. They regulate gene expression at many levels, 
maintain mRNA stability and form stress granules. Primarily, FET proteins can be found 
in the nucleus, but they can also be transported into the cytoplasm. All FET proteins have 
the same domain architecture and previous bioinformatic analyses showed that they all 
possess a prion-like domain. Mutations in FET proteins have been linked to some 
neurodegenerative diseases, making them an important research topic. The most common 
pathology seen in patients are cytoplasmic protein aggregates, which can result in a toxic 
gain of function or loss of FET proteins' normal function. In this work we analysed the 
FET protein family with different bioinformatic tools. Phylogenetic analyses revealed 
how the proteins had evolved in mammals and we compared the results with the evolution 
of mammalian species. We showed that the phylogenetic relationships of individual FUS, 
EWS and TAF15 mostly match the evolution of mammalian species. We tried to expand 
the evolution analysis of FUS to vertebrates, however the bootstrap values were too low 
to allow reliable interpretation of the evolutionary relationships. We discovered that the 
genes encoding FET proteins had duplicated prior to diversification of mammalian 
species. We also analysed the conservation of the EWS QGSY domain within vertebrates 
and confirmed that tyrosine is the most conserved compared to other amino acids of 
similar frequency within the domain. Along with tyrosine, glutamine was shown to also 
be frequently conserved. The analysis of amino acid conservation within the QGSY 
domain could be further expanded to include the other proteins of the FET family. 
Keywords: FUS, EWS, TAF15, phylogeny, QGSY domain 
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1 Uvod 
 
1.1 Protein FUS 
Protein FUS (angl. fused in sarcoma) je DNA- in RNA-vezavni protein, ki sodeluje pri 
popravilu poškodb na DNA in pri številnih korakih metabolizma RNA [1]. Uvrščamo ga 
v družino proteinov FET, ki vsebuje še dva RNA-vezavna proteina TAF15 (angl. TATA-
binding protein-associated factor 2N) in EWS (angl. Ewing's sarcoma protein). Proteini 
FET regulirajo izražanje genov na nivoju transkripcije, izrezovanja intronov, prenosa 
RNA, translacije in degradacije RNA [2]. Sodelujejo tudi pri procesiranju miRNA, 
vzdržujejo stabilnost mRNA in tvorijo stresna zrnca [3].  
Protein FUS so prvič odkrili v človeškem miksoidnem liposarkomu v obliki fuzijskega 
proteina s transkripcijskim faktorjem CHOP. Fuzija nastane zaradi kromosomske 
translokacije dela gena FUS, ki kodira za N-končni del proteina [4]. Protein FUS se 
nahaja v vseh tkivih in lahko prehaja med jedrom in citoplazmo. Največ se ga lokalizira 
v jedro, v nevronih pa se ga majhen delež prenese in ostaja v dendritih [2]. V celicah 
opravlja številne funkcije in mutacije v ključnih domenah lahko povzročijo patološke 
spremembe znotraj celic, predvsem v motoričnih nevronih. Kopičenje proteina FUS in 
mutacije vplivajo na pojav nevrodegenerativnih bolezni, najpogosteje ALS (amiotrofična 
lateralna skleroza) in FTLD (frontotemporalna lobarna degeneracija) [2, 5].  
1.1.1 Domene proteina FUS 
Človeški protein FUS sestavlja 526 aminokislinskih ostankov [5]. Na skrajnem N-koncu 
proteina, med aminokislinama 1 in 165, je transkripcijsko aktivacijska domena bogata z 
glutaminom, glicinom, serinom in tirozinom (domena QGSY). Ta domena fuzijskemu 
onkoproteinu iz N-končnega dela proteina FUS in DNA-vezavne domene 
transkripcijskega faktorja pomaga pri aktivaciji transkripcije ter interagira s polimerazami 
[1, 4]. Sledi ena izmed treh ponavljajočih se regij, ki so bogate z argininom in glicinom 
(RGG), in sicer med aminokislinama 165 in 267 [1]. Regije RGG so pomembne za RNA-
vezavne proteine, saj lahko povečajo afiniteto za vezavo na RNA. Prav tako se 
aminokisline znotraj regij RGG lahko posttranslacijsko modificirajo (predvsem metilirajo 
in fosforilirajo), s čimer se regulira vezava na RNA in druge proteine [6]. Naslednja je 
RNA-vezavna domena (RRM) med aminokislinama 285 in 371. Nato se ponovno pojavi 
ponavljajoča se regija RGG2 med aminokislinama 371 in 422 [1], s pomočjo katere 
protein pride do mesta poškodbe DNA [7]. Med aminokislinama 422 in 453 se nahaja 
motiv cinkovega prsta (ZNF) s štirimi cisteini, ki naj bi bil glaven del proteina za vezavo 
na RNA [8], takoj za njim pa med aminokislinama 453 in 501 še zadnja izmed 
ponavljajočih se regij RGG3. Na skrajnem C-koncu proteina se nahaja zelo ohranjen 
jedrni lokalizacijski signal (NLS), ki omogoča prehod v jedro, prav tako pa lahko protein 
prehaja iz jedra v citoplazmo, saj se znotraj RRM nahaja tudi signal za eksport iz jedra 
(NES) [1]. Razporeditev domen je prikazana na sliki 1. 
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Slika 1: Shematski prikaz domen človeškega proteina FUS. QGSY – transkripcijsko 
aktivacijska domena; RGG – regije bogate z argininom in glicinom, RRM – RNA-vezavna 
domena; ZNF – motiv cinkovega prsta; NLS – jedrni lokalizacijski signal; PrLD – prionom 
podobna domena; NES – signal za eksport iz jedra. Slika je prirejena po [1]. 
 
Z bioinformatskimi analizami so raziskovalci ugotovili, da naj bi protein FUS vseboval 
dve prionom podobni domeni, in sicer med aminokislinama 1 in 239 ter med 
aminokislinama 391 in 407 [9]. Te domene, imenovane tudi nizko kompleksne domene, 
so notranje neurejene in lahko med seboj šibko interagirajo. S tem proteinu omogočajo 
prehajanje med fazami in povezovanje v inkluzije, ki omogočajo boljše in hitrejše 
opravljanje funkcije. Če postanejo interakcije med domenami premočne, nastanejo 
toksični agregati, ki so značilni za nekatere nevrodegenerativne bolezni [10]. 
Eksperimenti s kvasovkami so pokazali, da so takšne domene same po sebi zmožne tvoriti 
prione in raziskovalci predvidevajo, da bi nizko kompleksne domene proteina FUS lahko 
podobno interagirale tudi v človeških celicah [9].  
S pomočjo računalniškega algoritma, s katerim so ugotavljali, kateri proteini celotnega 
človeškega proteoma so se najbolj verjetno zmožni širiti kot prioni, je protein FUS izmed 
27 879 proteinov zasedel 15. mesto [11].  
1.1.2 Funkcije proteina FUS v celici 
Protein FUS ima v celicah številne funkcije, ki so nujno potrebne za normalno delovanje 
celic in samo preživetje organizma. Sodeluje pri popravilu poškodb na DNA, pomaga 
ohranjati genomsko stabilnost, preko različnih mehanizmov regulira izražanje nekaterih 
genov, sodeluje pri izrezovanju intronov in zorenju RNA, regulira izražanje lastnega 
gena, vzdržuje funkcionalno morfologijo nevronov in sodeluje pri sintezi miRNA [5]. 
Opisane so glavne funkcije proteina FUS, kot so jih podrobneje razložili v preglednem 
članku A. D. Efimova in sod. 
 Popravilo poškodb DNA ter genomska stabilnost: protein FUS sodeluje tako pri 
popravilu s homologno rekombinacijo, kot tudi pri nehomolognem povezovanju 
koncev (NHEJ). Pri obeh procesih ima ključno vlogo C-konec proteina. Pri 
homologni rekombinaciji, ki poteče v odgovor na dvojni prelom DNA, protein 
FUS pomaga pri nastanku D-zanke, pri NHEJ pa njegova točna vloga še ni znana. 
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Najverjetneje pomaga pri dostavi ostalih proteinov, ki sodelujejo pri popravilu, na 
mesto poškodbe DNA.  
 Regulacija izražanja genov: protein FUS lahko veže transkripcijski faktor IID 
(TFIID), ki se veže na mesto začetka transkripcije in omogoča nastanek 
prediniciacijskega kompleksa, kamor se veže RNA-polimeraza II in začne 
prepisovati gen. Protein FUS prav tako omogoča nastanek ribonukleoproteinskih 
delcev, ki interagirajo s C-končno domeno RNA-polimeraze II, jo fosforilirajo in 
s tem omogočajo prehod transkripcije iz iniciacije v elongacijo. Protein FUS lahko 
predvidoma tudi sam po sebi deluje kot transkripcijski faktor, lahko pa se veže na 
druge transkripcijske faktorje (na primer Spi‑1/PU.1, NF‑κB in Runx2 [5]) in s 
tem vpliva na njihovo delovanje. 
 Alternativno izrezovanje intronov: znotraj jedra se protein FUS nahaja v predelih, 
kjer prihaja do procesiranja mRNA, interagira  s spajalnim telescem in sodeluje 
pri alternativnem izrezovanju intronov iz nekaterih pre-mRNA (na primer pre-
mRNA proteina tau [12]), kot tudi iz lastne pre-mRNA. Protein FUS prav tako 
interagira s kompleksom, ki sodeluje pri nastanku majhnih jedrnih 
ribonukleoproteinov, ki sestavljajo spajalno telesce.  
 Prenos RNA: protein FUS sodeluje pri prenosu RNA iz jedra v citoplazmo, se 
lahko veže na nekatere motorne proteine (na primer Myo5A, Myo6 in KIF5B) in 
v nevronih pomaga pri prenosu mRNA v dendritične izrastke, kjer s translacijo 
nastanejo proteini, ki pomembno prispevajo k pravilni morfologiji dendritičnih 
izrastkov. 
1.1.3 Protein FUS in bolezni 
Agregati proteina FUS so značilni za nekatere nevrodegenerativne bolezni, kot so ALS, 
FTLD in poliglutaminske bolezni, prav tako pa določene mutacije v genu FUS povečajo 
dovzetnost posameznika za razvoj teh bolezni, kot tudi tresavice [5]. V preglednem 
članku so C. Chen in sod. zbrali vseh 70 škodljivih mutacij proteina FUS, znanih do leta 
2019. Največ mutacij se nahaja v eksonu 15, ki kodira NLS, prav tako pa je večina mutacij 
povezana z razvojem ALS.  
Mutacije v NLS oslabijo prenos mutiranega proteina FUS v jedro s pomočjo karioferina 
β2 in povzročijo njegovo kopičenje v citoplazmi, kjer lahko sam od sebe inducira 
nastanek stresnih zrnc [13]. Prav tako mutacije v NLS pospešijo nastanek citoplazemskih 
agregatov mutiranega proteina FUS, saj zaradi povišane koncentracije proteina v 
citoplazmi ta lažje in pogosteje prehaja iz tekočega v trdno stanje [10]. Mutacije v 
prionom podobnim domenah pa povečajo nagnjenost mutiranega proteina k agregaciji. 
Takšni agregati lahko delujejo kot »semena«, v katera se ujamejo tudi nemutirani proteini 
FUS [14]. 
A. Patel in sod. so predlagali model, ki opiše prehod proteina FUS v agregirano stanje. 
Ko protein opravlja svoje normalne funkcije (na primer pomaga pri popravilu poškodb 
na DNA), tvori tekočinske kapljice, ki nastanejo zaradi šibkih interakcij med nizko 
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kompleksnimi domenami proteina in posledične ločitve faz tekoče-tekoče (slika 2a). 
Takšne inkluzije nastajajo tako v jedru kot v citoplazmi in pomagajo povečati lokalno 
koncentracijo proteina ter s tem hitrejše in boljše opravljanje funkcije. Hkrati so te 
kapljice polne proteina potencialno nevarne, saj lahko preidejo v netopne agregate zaradi 
močnejših interakcij med nizko kompleksnimi domenami (slika 2b). Nastanek agregatov 
je lahko posledica enega ali več od treh dogodkov: mutacija v ključnem delu proteina, 
previsoka koncentracija proteina ali slabše delujoč sistem, ki preverja pravilno zvitje 
proteinov. Prehod iz tekočinske kapljice v trden agregat je termodinamsko ugoden in 
toksičen, zato se morajo celice ves čas »boriti« proti njemu. V nasprotnem primeru pride 
do ireverzibilnih sprememb znotraj nevronov in v končni fazi do nevrodegenerativnih 
bolezni [10]. 
 
 
Slika 2: Tekočinske kapljice proteina FUS in njihove pretvorbe v toksičen agregat. a) 
Nastanek tekočinske kapljice je fiziološki proces, ki omogoča proteinu FUS boljše opravljanje 
funkcije v celici. Če pride na primer do dvojnega preloma DNA, se v okolici zbere veliko proteina 
FUS, ki interagira preko nizko kompleksnih domen in preide v tekočinsko kapljico. b) Zaradi 
določenih okvar lahko nizko kompleksne domene proteina FUS med seboj interagirajo močneje 
in tekočinska kapljica preide v toksičen agregat. Povzeto po [10]. 
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Hkrati naj bi protein FUS poleg tekočinske kapljice obstajal tudi v obliki hidrogela. 
Prehajanje med tekočinsko kapljico in hidrogelom je reverzibilno in poteka preko nizko 
kompleksnih domen. Prehod je pomemben pri tvorbi ribonukleoproteinskih (RNP) zrnc, 
ko se v njih poleg proteina FUS ujamejo še številni RNP-delci. Ta zrnca pomagajo pri 
sintezi proteinov v bolj oddaljenih delih celice (na primer v dendritičnih izrastkih) in s 
tem vzdržujejo normalno delovanje nevronov [15].  
Hidrogeli so v osnovi reverzibilni in omogočajo izmenjavo ujetih delcev z okoljem, lahko 
pa preidejo v bolj stabilne ireverzibilne fibrilarne hidrogele, ki ne morejo sprostiti ujetih 
ribonukleoproteinov. Mutacije v nizko kompleksnih domenah naredijo mutiran protein 
bolj dovzeten za prehod v ireverzibilen hidrogel. Prav tako so podobno škodljive mutacije 
v C-koncu proteina, ki sicer inhibira združevanje v višje urejene strukture. Problem 
fibrilarnih ireverzibilnih hidrogelov je oslabljeno delovanje RNP-zrnc, prav tako pa bi 
lahko podobne hidrogele protein FUS tvoril tudi v jedru, kar bi povzročilo toksične 
spremembe v transkripciji RNA in izrezovanju intronov. Ireverzibilni hidrogeli so 
nedvomno toksični in preko številnih mehanizmov povzročijo nevrodegeneracijo 
značilno za ALS in FTLD [15]. 
Nastanek hidrogelov so zaznali pri 100-krat večjih koncentracijah kot je fiziološko stanje 
v celici, medtem ko trdni agregati obstajajo pri fizioloških pogojih [10]. A. Patel in sod. 
so komentirali, da so njihovi agregati zelo podobni hidrogelom in bi lahko predstavljali 
isto stanje, le da hidrogeli manj verjetno predstavljajo fiziološko obliko proteina.  
Negativne posledice mutacij proteina FUS so dobro raziskane in opisane, ni pa še jasno, 
kateri patogeni mehanizmi so tisti, ki povzročijo nevrodegeneracijo [5]. Trenutno 
obstajata dve teoriji, ki vsaka po svoje razlagata, kaj je glavni vzrok bolezni. Prva je 
teorija izgube funkcije, ki pravi, da se zaradi mutacij protein FUS napačno lokalizira v 
citoplazmo. Ker ga posledično primanjkuje v jedru, ne more v zadostni meri opravljati 
svoje normalne funkcije [2]. To teorijo podpirajo številni poskusi na živalih, na primer 
mušicah, navadnih cebricah in miših [2, 5].  
Druga teorija je teorija pridobitve toksične funkcije, ki razlaga, da napačno lokaliziran 
protein FUS v citoplazmi pridobi toksično funkcijo. Ni še jasno, ali je toksična funkcija 
posledica povišane koncentracije ali agregacije. Če ima toksičen učinek povišana 
koncentracija proteina, potem je možno, da je agregacija način zaščite celice pred to 
funkcijo in agregati sami po sebi niso toksični [2]. Tudi to teorijo podpirajo poskusi na 
živalih (mušice, miši, C. elegans) in kvasovkah [2, 5]. 
Nekateri raziskovalci podpirajo prvo teorijo, nekateri drugo in potrebne so še nadaljnje 
raziskave, ki bodo razkrile, katera teorija opiše realno stanje. Nekateri raziskovalci 
poudarjajo še tretjo možnost, in sicer da je nevrodegeneracija posledica tako izgube 
normalne funkcije proteina FUS kot tudi pridobitve toksične funkcije v citoplazmi [14, 
15].  
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Tudi ostala dva proteina družine FET (EWS in TAF15) sta povezana z 
nevrodegenerativnimi boleznimi, predvsem ALS in FTLD. Pri FTDL-FUS se znotraj 
agregatov proteina FUS nahajata tudi proteina EWS in TAF15, tako da ju primanjkuje v 
jedru [16]. Pri ALS so oba gena TAF15 in EWSR1 prepoznali kot kandidatna gena, ki 
lahko povzročita bolezen. Določene mutacije v teh dveh genih so že zaznali pri majhnem 
številu obolelih [5]. Do zdaj odkrite za ALS značilne mutante proteina EWS se napačno 
lokalizirajo in akumulirajo v citoplazmi [17]. 
1.2 Proteina EWS in TAF15 
Proteina EWS in TAF15 sta prav tako RNA- in DNA-vezavna proteina, ki spadata v 
družino proteinov FET [18]. Protein EWS, zapis za katerega je na genu EWSR1, so prvič 
odkrili kot del fuzijskih onkogenov, ki povzročajo nekatere vrste raka [16]. Tako je 
protein EWS najbolje raziskan v povezavi z Ewingovim sarkomom, tumorjem, ki nastane 
v kosteh ali v mehkem tkivu, in zanj so značilne kromosomske translokacije 
transkripcijsko aktivacijske domene proteina EWS k DNA-vezavnim domenam 
transkricijskih faktorjev družine ETS (angl. E26 transformation-specific) [19]. Protein 
TAF15, zapis za katerega je na genu TAF15, so prvič odkrili kot del transkripcijskega 
faktorja II D (TFIID), šele kasneje pa so ga odkrili tudi kot del rakotvornega fuzijskega 
proteina z raznimi transkripcijskimi faktorji [20].  
Proteina EWS in TAF15 se primarno lokalizirata v jedro, lahko pa prehajata tudi v 
citoplazmo. Protein TAF15 se pogosto nahaja v citoplazmi, protein EWS pa redkeje. Prav 
tako se oba proteina ob prisotnem stresu preneseta v stresna zrnca v citoplazmi [21].  
1.2.1 Domene proteinov EWS in TAF15 
Domene so znotraj družine proteinov FET močno ohranjene, tako da imata proteina EWS 
in TAF15 identično razporeditev domen kot protein FUS (slika 1). Od N-konca proti C-
koncu si po vrsti sledijo transkripcijsko aktivacijska domena QGSY, prva ponavljajoča 
se regija RGG, RNA-vezavna domena, druga ponavljajoča se regija RGG, motiv 
cinkovega prsta, tretja ponavljajoča se regija RGG in jedrni lokalizacijski signal na 
samem C-koncu. Človeški protein EWS sestavlja 656 aminokislinskih ostankov, človeški 
protein TAF15 pa 592 aminokislinskih ostankov [3].  
Tudi proteina EWS in TAF15 imata bioinformatsko predvideni prionom podobni domeni 
na N-koncu. Pri proteinu EWS se ta nahaja med aminokislinama 1 in 280, pri proteinu 
TAF15 pa med aminokislinama 1 in 149 [3]. Preko teh domen se lahko proteini družine 
FET povezujejo v homo- in heterooligomere [22].  
1.2.2 Posebnosti domene QGSY pri proteinu EWS 
Domena QGSY proteina EWS, imenovana tudi tranksripcijska aktivacijska domena, ima 
v fuzijskih onkoproteinih vlogo aktivacije transkripcije [23]. To vlogo v normalnem 
proteinu EWS zavira RNA-vezavna domena [24]. Elementi potrebni za aktivacijo 
transkripcije so porazdeljeni po celotni domeni QGSY, prav tako pa se znotraj domene 
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človeškega proteina EWS nahaja 31 heksapeptidnih ponovitev (DHR) s skupnim 
zaporedjem SYGQQS. Skupno zaporedje predstavlja najpogostejše aminokisline na 
posameznem mestu heksapeptida, pri čemer je pri človeku tirozin na drugem mestu 
popolnoma ohranjen in se nahaja v vsakem heksapeptidu. Podobno kot ostale aktivacijske 
domene ima domena QGSY zelo malo sekundarne strukture in ponavljajočo se primarno 
strukturo. Prav tako je domena bogata s prolinom, glutaminom ter serinom in treoninom 
[23].  
Analize zaporedja DNA nakazujejo možnost, da je domena QGSY nastala z ekspanzijo 
minisatelita z aminokislinskim zaporedjem SYGQQS. Viri prav tako navajajo, da je 
domena QGSY pri ljudeh in žabah zelo dobro ohranjena, posebej izstopa ohranjenost 
tirozinov [25]. 
Več raziskovalnih skupin je preučevalo vlogo tirozina v domeni QGSY fuzijskih 
onkoproteinov z EWS. Na primeru fuzijskega onkoproteina EWS/ATF1 so dokazali, da 
je uspešnost aktivacije transkripcije neposredno povezana z ohranjenimi tirozini v DHR. 
S tem domena QGSY proteina EWS predstavlja novo od tirozina odvisno transkripcijsko 
aktivacijsko domeno. Raziskovalci so tudi navedli možnost, da pri aktivaciji transkripcije 
sodelujejo aromatski obroči tirozinov [23]. Fuzijski onkoprotein EWS/WT1 lahko 
interagira s kinazo c-Abl. Ta fosforilira tirozine v domeni QGSY in s tem inhibira vezavo 
onkoproteina na DNA ter njegovo homodimerizacijo [26]. Onkoprotein EWS/WT1 lahko 
interagira tudi s kinazo v-Src, ki prav tako fosforilira tirozine [27]. Zanimiva je tudi 
ugotovitev, da lahko tirozin v domeni nadomesti fenilalanin [24]. 
Na splošno so aromatske aminokisline pomembne za interakcijo notranje neurejenih regij 
med sabo, saj omogočajo kratkosežne π-interakcije ter spodbujajo ločitev faz tekoče-
tekoče. Tako na primer mutacije tirozina v domeni QGSY proteina FUS zavirajo prehod 
proteina v obliko tekočinskih kapljic in zavirajo nastanek stresnih zrnc. Na oba procesa 
vpliva tudi fosforilacija tirozina [28]. Možno je, da ima tirozin v domeni QGSY proteina 
EWS podobno funkcijo, vendar tega raziskave še niso potrdile. 
1.2.3 Funkcije proteinov EWS in TAF15 v celici 
Proteina EWS in TAF15 imata v celici številne funkcije, ki pa so v primeru proteina 
TAF15 slabše raziskane. Več funkcij se obravnava v okviru celotne družine proteinov 
FET, saj so si med seboj precej podobne, vendar so RNA, na katere delujejo, različne in 
zato je za ohranjanje normalnega stanja v celici potrebno pravilno delovanje vseh 3 
proteinov [3]. 
Vsi proteini družine FET interagirajo s številnimi proteini in ribonukleoproteini, ki 
sodelujejo pri izrezovanju intronov. Proteini FET zato nekako vplivajo na samo 
izrezovanje intronov, verjetno preko vezave na različna mesta pre-mRNA blizu intronov, 
kamor privedejo spajalno telesce in druge proteine udeležene pri zorenju pre-mRNA. Od 
mesta, kamor se protein FET veže, je odvisno, kateri introni se bodo izrezali. Prav tako 
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proteini FET interagirajo tako s spajalnim telescem kot tudi z RNA polimerazo II, zato bi 
lahko bili povezovalni člen med transkripcijo in izrezovanjem intronov [29]. 
Protein TAF15 v nevronih regulira izrezovanje intronov iz številnih pre-mRNA, ki 
kodirajo proteine nujno potrebne za normalno delovanje sinaps. Primer je alternativno 
izrezovanje intronov iz pre-mRNA za podenoto zeta-1, ki je del glutamatnega receptorja 
tipa N-metil D-aspartat. Ta receptor sodeluje pri razvoju nevronov in prenosu signala med 
njimi [30]. Protein EWS pa regulira alternativno izrezovanje intronov iz nekaterih pre-
mRNA, ki kodirajo proteine udeležene  pri popravilu poškodb na DNA (CHK2, c-ABL 
in MAP4K2). Na tak način protein EWS pomembno sodeluje tudi pri odgovoru celice na 
poškodbe DNA [31]. Protein EWS prav tako interagira s proteinoma U1C (del 
ribonukleoproteina U1) in SF1, oba izredno pomembna v zgodnji fazi nastanka 
spajalnega telesca, in na tak način še posredno vpliva na izrezovanje intronov [32].  
Oba proteina sodelujeta tudi pri transkripciji, saj interagirata z različnimi podenotami 
RNA polimeraze II in s TFIID, ki tvori prediniciacijski kompleks [33]. Protein EWS 
hkrati interagira še z nekaterimi transkripcijskimi faktorji in jih aktivira ali pa inhibira. 
Tako protein EWS aktivira transkripcijske faktorje Oct-4, CBP in HNF4α, inhibira pa 
receptor retinoične kisline (RAR), ki deluje kot jedrni receptor in transkripcijski faktor 
[18].  
Proteina EWS in TAF15 sodelujeta pri nastanku miRNA, saj oba interagirata z 
ribonukleazo imenovano Drosha, ki cepi primarne miRNA v prekurzorske miRNA. Prav 
tako protein TAF15 vpliva na sintezo miRNA prekurzorske družine mir-17 na nivoju 
transkripcije. Protein EWS pa deluje kot negativni regulator prepisovanja gena za encim 
Drosha [34].  
S poskusi na miših so ugotovili, da je protein EWS tako v samicah kot v samcih nujno 
potreben za potek mejoze. Potreben je tudi za normalen razvoj limfocitov B, rast priželjca 
in vranice ter ohranjanje normalnega števila limfoidnih progenitorskih celic. Iz tega 
raziskovalci sklepajo, da je protein EWS pomemben pri homologni rekombinaciji, 
odgovoru na poškodbe DNA in ohranjanju genomske stabilnosti [3]. Vloga proteina EWS 
pri odgovoru na poškodbe DNA je očitna tudi iz njegove interakcije z od DNA odvisno 
protein kinazo in s poli (ADP-riboza) polimerazo 1. Oba encima namreč sodelujeta pri 
popravilu poškodb na DNA [19]. Prav tako protein EWS omogoča boljšo odpornost na 
ionizirajoče sevanje in sodeluje pri nastanku rjavega maščobnega tkiva [3].  
Protein EWS dokazano interagira s kompleksom SMN (angl. survival motor neuron). Ta 
sodeluje pri nastanku majhnih jedrnih ribonukleoproteinov, ki so pomembna komponenta 
spajalnega telesca [35]. Prav tako je protein EWS pomemben za pravilen nastanek 
delitvenega vretena med mitozo [36]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
 
Namen diplomske naloge je bil z bioinformatskimi metodami analizirati proteine družine 
FET. S filogenetskimi analizami smo želeli preveriti, kako je potekala evolucija proteinov 
FUS, EWS in TAF15, predvsem znotraj sesalcev. Pri tem nas je najbolj zanimalo, ali se 
evolucija omenjenih proteinov sklada z evolucijo sesalskih vrst in ali so proteini nastali z 
duplikacijo gena v skupnem predniku sesalcev. Analizirali smo tudi poravnave domene 
QGSY proteina EWS raznih vrst vretenčarjev in poskušali ugotoviti, katere aminokisline 
so najbolj ohranjene. 
Postavili smo tri hipoteze: 
1. Filogenetski odnosi posameznih proteinov FUS, EWS in TAF15 se ujemajo z evolucijo 
sesalskih vrst. 
2. Proteini FUS, EWS in TAF15 so nastali z duplikacijo gena v skupnem predniku 
sesalcev. 
3. Znotraj domene QGSY proteina EWS je najbolj ohranjena aminokislina tirozin. 
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3 Metode 
 
3.1 Iskanje zaporedij 
Vsa nukleotidna in aminokislinska zaporedja smo našli v zbirki podatkov NCBI [37] z 
uporabo njihovega spletnega orodja Orthologs, kjer so zbrani avtomatsko določeni 
ortologi željenega gena. Pri vrstah, kjer je to bilo možno, smo izbrali referenčna 
zaporedja, pri ostalih pa zaporedja, ki so predvidena na osnovi določenega genoma. Zbrali 
smo zaporedja kodirajočih regij mRNA genov FUS, EWSR1 in TAF15 številnih vrst 
sesalcev in piščanca, zaporedja celotnih mRNA gena TAF15 prav tako številnih vrst 
sesalcev ter piščanca, aminokislinska zaporedja proteina FUS nekaterih predstavnikov 
vretenčarjev in aminokislinska zaporedja proteina EWS mnogih vrst vretenčarjev.  
3.2 Izris filogenetskih dreves 
Vsa filogenetska drevesa smo naredili s pomočjo spletnega orodja Phylogeny.fr [38]. 
Uporabili smo način »One Click«, ki ima vse parametre filogenetske analize že 
samodejno določene. Nukleotidna zaporedja smo vnesli v obliki zapisa FASTA in pustili 
označeno uporabo programa Gblocks. Spletno orodje zaporedja najprej poravna s 
programom MUSCLE, ki se je izmed vseh programov za poravnavo več zaporedij v 
številnih raziskavah izkazal za najboljšega. Nato se poravnava izboljša s pomočjo 
programa Gblocks, ki odstrani vrzeli in mesta poravnave, ki so močno divergentna. V 
naslednjem koraku se iz izboljšane poravnave z metodo največjega verjetja (angl. 
maximum likelihood) v programu PhyML preračuna filogenetsko drevo. PhyML hkrati 
izvaja statistični test aLRT, s pomočjo katerega se preračunajo vrednosti pristopa 
ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap), ki povedo, kako zanesljiva je topologija drevesa. 
Na koncu se pripravi še grafični prikaz drevesa s programom TreeDyn. 
Za izračun filogenetskega drevesa proteina FUS pri sesalcih smo uporabili 59 
nukleotidnih zaporedij kodirajočih regij mRNA gena FUS različnih sesalskih vrst in 
piščanca. Za izračun filogenetskega drevesa proteina EWS pri sesalcih smo uporabili 58 
nukleotidnih zaporedij kodirajočih regij mRNA gena EWSR1 različnih sesalskih vrst in 
piščanca. Za izračun filogenetskega drevesa proteina TAF15 pri sesalcih smo uporabili 
59 nukleotidnih zaporedij celotnih mRNA gena TAF15 različnih sesalskih vrst in 
piščanca. Drevesa, ki jih je izrisalo orodje Phylogeny.fr [38], so bila na nekaterih 
območjih nepregledna, zato smo jih izvozili v obliki zapisa Newick in jih prikazali s 
spletnim orodjem ETE [39]. Končnega videza dreves nismo spreminjali. 
Za izris filogenetskega drevesa proteina FUS pri vretenčarjih smo uporabili 14 
aminokislinskih zaporedij proteina FUS različnih predstavnikov vretenčarjev. V 
rezultatih je prikazano drevo, kot ga je izrisalo spletno orodje Phylogeny.fr [38]. 
Končnega videza drevesa nismo spreminjali. 
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Za izris filogenetskega drevesa vseh treh proteinov pri sesalcih smo uporabili 33 
nukleotidnih zaporedij kodirajočih regij mRNA genov FUS, EWSR1 in TAF15 različnih 
sesalskih vrst. Drevo smo zaradi boljše preglednosti prikazali s spletnim orodjem ETE 
[39]. 
3.3 Analiza zaporedij iz filogenetskih dreves 
Nekatera nukleotidna zaporedja iz filogenetskih dreves smo analizirali s pomočjo 
poravnav, da bi ugotovili, zakaj je nekatere vrste v drevesu razvrstilo proti našim 
pričakovanjem. Pri pripravi poravnav smo uporabili programa, ki ju uporablja tudi 
avtomatiziran pristop »One Click« filogenetske analize. Najprej smo iz množice 
zaporedij izbrali samo željena zaporedja in jih poravnali s programom MUSCLE, ki je 
dostopen v okviru spletnega orodja Phylogeny.fr [38] pod zavihkom »Online Programs«. 
Zaporedja smo vnesli v obliki zapisa FASTA in uporabili privzete nastavitve. Nato smo 
dobljeno poravnavo vnesli v program Gblocks, ki je prav tako dostopen v okviru 
spletnega orodja Phylogeny.fr [38]. Poravnavo smo vnesli v obliki zapisa FASTA in 
uporabili privzete nastavitve. Izboljšano poravnavo smo prenesli v obliki zapisa PHYLIP 
in datoteko odprli s programom Jalview [40], ki omogoča pregledno analizo poravnav. V 
programu smo poravnavo obarvali po odstotku identičnosti in skrili stolpce, ki nas niso 
zanimali.  
3.4 Poravnava aminokislinskih zaporedij in analiza poravnave 
Aminokislinska zaporedja proteina EWS smo poravnali s spletnim orodjem Clustal 
Omega [41], pri čemer privzetih nastavitev nismo spreminjali. Najprej smo poravnali 6 
aminokislinskih zaporedij proteina EWS evolucijsko oddaljenih vretenčarjev, nato pa še 
49 aminokislinskih zaporedij proteina EWS raznih vretenčarjev s čeljustjo. Dobljeni 
poravnavi smo pod zavihkom »Results Viewers« prenesli v obliki zapisa jvl, ki omogoča 
odpiranje datoteke s programom Jalview [40], s pomočjo katerega smo obe poravnavi 
analizirali. Domena QGSY je bila v vsaki izmed poravnav izbrana na osnovi nahajanje 
domene pri človeškem proteinu EWS (med aminokislinama 1 in 285). Aminokislin pred 
in za to domeno nismo upoštevali pri izračunih, ki se nanašajo na ohranjenost aminokislin 
v domeni QGSY. Program Jalview [40] nam je tudi omogočal obarvanje stolpcev 
poravnave, kjer so aminokisline popolnoma ohranjene ali ohranjene več kot 95 %, kar 
nam je pomagalo pri analizi ohranjenosti domene QGSY. Skupni zaporedji domene 
QGSY obeh poravnav sta zaradi nekaterih vrzeli daljši od 285 aminokislin. 
3.5 Grafična predstavitev ohranjenosti zaporedij (angl. sequence logo) 
»Sequence logo« smo naredili na osnovi poravnave 49 aminokislinskih zaporedij domene 
QGSY proteina EWS. Poravnavo smo iz programa Jalview [40] izvozili v obliki zapisa 
FASTA in datoteko naložili na spletno orodje Skylign [42]. Za izris »sequence logota« 
smo uporabili privzete nastavitve. Barvno shemo smo spremenili na konsenzne barve. 
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3.6 Izračun zastopanosti popolne ohranjenosti aminokislin 
Zastopanost popolno ohranjene aminokisline X je preračunana kot: 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑜𝑝𝑜𝑙𝑛𝑜𝑚𝑎 𝑜ℎ𝑟𝑎𝑛𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑖𝑠𝑙𝑖𝑛 𝑋
𝑠𝑘𝑢𝑝𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑝𝑜𝑝𝑜𝑙𝑛𝑜𝑚𝑎 𝑜ℎ𝑟𝑎𝑛𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑖𝑠𝑙𝑖𝑛
 
Za izračun zastopanosti popolne ohranjenosti je najprej potrebno narediti poravnavo 
izbranih zaporedij in v poravnavi določiti mesta, kjer se v vseh zaporedjih pojavi ista 
aminokislina. Skupno število vseh popolnoma ohranjenih aminokislin dobimo tako, da 
število popolnoma ohranjenih mest v poravnavi pomnožimo s številom zaporedij, ki smo 
jih poravnali. Število popolnoma ohranjenih aminokislin X dobimo tako, da preštejemo, 
koliko popolnoma ohranjenih mest v poravnavi vsebuje aminokislino X in dobljeno 
število pomnožimo s številom zaporedij v poravnavi. 
3.7 Izračun deleža aminokisline 
Delež aminokisline X v izbranih zaporedjih je preračunan kot:   
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑖𝑠𝑙𝑖𝑛𝑒 𝑋 𝑣 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑖𝑧𝑏𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑧𝑎𝑝𝑜𝑟𝑒𝑑𝑗𝑖ℎ
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑖𝑠𝑙𝑖𝑛 𝑣 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑖𝑧𝑏𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑧𝑎𝑝𝑜𝑟𝑒𝑑𝑗𝑖ℎ
 
Pri izračunih smo si pomagali s programom Microsoft Word. Vsa zaporedja (v našem 
primeru samo domene QGSY) smo prilepili v Microsoft Word in izbrisali vse, kar ni 
predstavljajo aminokislinskih zaporedij (imena posameznih zaporedij, njihove kode za 
dostop, …). Število aminokisline X v vseh izbranih zaporedjih smo dobili tako, da smo 
po dokumentu iskali črko za aminokislino X in število dobljenih rezultatov predstavlja 
število aminokisline X. Število vseh aminokislin v vseh izbranih zaporedjih smo dobili 
tako, da smo preverili število znakov brez presledkov v dokumentu in to predstavlja 
število vseh aminokislin.  
3.8 Izračun pogostosti ohranjenosti aminokislin 
Pogostost ohranjenosti za aminokislino X je izračunana kot: 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑠𝑡𝑜𝑙𝑝𝑐𝑒𝑣 𝑣 𝑝𝑜𝑟𝑎𝑣𝑛𝑎𝑣𝑖, 𝑘𝑗𝑒𝑟 𝑗𝑒 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑖𝑠𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑋 𝑜ℎ𝑟𝑎𝑛𝑗𝑒𝑛𝑎
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑖𝑠𝑙𝑖𝑛𝑒 𝑋 𝑛𝑎 𝑧𝑎𝑝𝑜𝑟𝑒𝑑𝑗𝑒
 
Računali smo pogostosti popolne ohranjenosti in pogostosti 95 % ohranjenosti 
posameznih aminokislin. Pred računanjem je potrebno narediti poravnavo izbranih 
zaporedij in v poravnavi določiti mesta, kjer so aminokisline ohranjene. Pri pogostosti 
popolne ohranjenosti izberemo samo tista mesta poravnave, kjer se v vseh zaporedjih 
pojavi ista aminokislina. Nato preštejemo število stolpcev, ki vsebujejo aminokislino X. 
Pri pogostosti 95 % ohranjenosti izberemo tista mesta poravnave, kjer je najpogostejša 
aminokislina posameznega mesta prisotna v vsaj 95 % zaporedjih. Za najpogostejšo 
aminokislino takega mesta rečemo, da je vsaj 95 % ohranjena. Nato preštejemo število 
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stolpcev, ki vsebujejo aminokislino X. Povprečno število aminokisline X na zaporedje 
dobimo tako, da število aminokisline X v vseh izbranih zaporedjih delimo s številom 
izbranih zaporedij. 
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4 Rezultati 
 
4.1 Filogenetska analiza proteinov družine FET 
4.1.1 Protein EWS pri sesalcih 
Za izris filogenetskega drevesa proteina EWS smo uporabili 58 nukleotidnih zaporedij 
kodirajočih regij mRNA EWSR1 različnih vrst sesalcev. Dodali smo tudi zaporedje 
kodirajoče regije mRNA piščanca, na katero smo drevo koreninili. Filogenetsko drevo je 
prikazano na sliki 3.  
S slike 3 je takoj razvidno, da so vrste, ki spadajo v iste redove, razvrščene skupaj. 
Vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap), ki nam povedo, kako 
zanesljiva je topologija drevesa, so v večini primerov visoke, le ponekod je zaradi nižjih 
vrednosti topologija vprašljiva (na primer veja, ki vodi v razvejišče stokovcev in 
vrečarjev).   
Če primerjamo dobljeno drevo z evolucijo sesalskih vrst [43], je razvoj posameznih redov 
popolnoma enak, razen pri stokovcih, ki bi na našem drevesu morali biti zunanja skupina 
vsem preostalim sesalcem in ne le vrečarjem. V skladu z evolucijo sesalskih vrst se drevo 
deli na nadreda Euarchontoglires (prvaki, lagomorfi, glodavci) in Laurasiatheria 
(netopirji, sodoprsti kopitarji, lihoprsti kopitarji in zveri). Prvaki so razvrščeni na lemurje, 
opice novega sveta, opice starega sveta in človečnjake, zveri pa na psom podobne zveri 
in mačkam podobne zveri.  
S slike 3 opazimo tudi, da so veje znotraj prvakov (predvsem pri človečnjakih in opicah 
starega sveta), znotraj zveri (predvsem pri zvereh podobnim mačkam) in znotraj 
sodoprstih kopitarjev zelo kratke, kar nakazuje na veliko podobnost mRNA EWSR1 med 
vrstami znotraj teh redov. 
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Slika 3: Filogenetska analiza kodirajoče regije mRNA EWSR1 pri sesalcih. Vrste, ki spadajo 
v isti red, so označene z isto barvo. Legenda je pod drevesom. Na vejah so z rdečo zapisane 
vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Za korenino smo uporabili mRNA 
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EWSR1 piščanca. Kratke veje so podaljšane s črtkano črto za boljšo preglednost. Merilo 
predstavlja 0,06 zamenjave nukleotida na mesto. 
 
4.1.2 Protein FUS pri sesalcih 
Filogenetsko drevo proteina FUS smo naredili na osnovi 59 nukleotidnih zaporedij 
kodirajočih regij mRNA FUS različnih sesalskih vrst. Za korenino smo dodali zaporedje 
kodirajoče regije mRNA piščanca. Filogenetsko drevo je prikazano na sliki 4. 
S slike 4 lahko vidimo, da so vrste istega reda uvrščene skupaj. Edino odstopanje se pojavi 
pri netopirjih, kjer je vrsta netopirja Rhinolophus ferrumequinum uvrščena ločeno od 
ostalih dveh netopirjev. Vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap) so 
večinoma visoke, vendar se pojavijo posamezne veje z nižjimi vrednostmi in topologija 
drevesa je na takih mestih manj zanesljiva (na primer veja, ki vodi v razvejišče vrečarjev 
in višjih sesalcev). 
V primerjavi z evolucijo sesalskih vrst [43] je pri našem drevesu proteina FUS precej 
odstopanj. Prvič, ni jasne delitve na nadreda Euarchontoglires in Laurasiatheria s skupnim 
prednikom, saj na našem drevesu izgleda, kot da se nadred Euarchontoglires razvije 
znotraj nadreda Laurasiatheria. Drugič, slon (Loxodonta africana) in pasavec (Dasypus 
novemcinctus) nista zunanja skupina nadredoma Euarchontoglires in Laurasiatheria, na 
našem drevesu sta zunanja skupina le nadredu Euarchontoglires. Tretjič, lagomorfi niso 
sestrska skupina glodavcem, saj imajo na našem drevesu (skupaj z netopirjem vrste 
Rhinolophus ferrumequinum) skupnega prednika z nadredoma Euarchontoglires in 
Laurasiatheria. Četrtič, redovi znotraj nadreda Laurasiatheria se v našem drevesu niso 
razvili, kot bi pričakovali iz evolucije vrst (lihoprsti kopitarji in zveri sta sestrski skupini, 
ki imata skupnega prednika s sodoprstimi kopitarji, netopirji pa so zunanja skupina vsem 
skupaj), saj sta se v našem drevesu dva izmed treh netopirjev razvrstila k lihoprstim 
kopitarjem. Petič, prvak vrste Pongo abelii ni razvrščen med človečnjake, ampak je v 
našem drevesu uvrščen med opice starega sveta. 
Kljub odstopanjem so določene veje našega drevesa razvrščene, kot smo pričakovali z 
vidika evolucije vrst. Stokovci imajo po pričakovanjih skupnega prednika z vsemi 
ostalimi sesalci, prav tako pa so vrečarji zunanja skupina višjih sesalcev (nadreda 
Euarchontoglires in Laurasiatheria). Kot pričakovano imajo prvaki in glodavci skupnega 
prednika. Znotraj reda prvakov je opazna delitev na človečnjake, opice starega sveta, 
opice novega sveta in lemurje, prav tako so zveri razdeljene na zveri podobne psom in 
zveri podobne mačkam.  
S slike 4 je prav tako razvidno, da so veje znotraj prvakov, zveri in sodoprstih kopitarjev 
zelo kratke, kar pomeni malo nukleotidnih zamenjav v mRNA in veliko podobnost 
mRNA med vrstami znotraj teh redov. 
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Slika 4: Filogenetska analiza kodirajoče regije mRNA FUS pri sesalcih. Vrste iz istega reda 
so označene z isto barvo. Legenda je pod drevesom. Na vejah so z rdečo zapisane vrednosti 
pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Za korenino smo uporabili mRNA FUS piščanca. 
Kratke veje so zaradi boljše preglednosti podaljšane s črtkano črto. Merilo predstavlja 0,10 
zamenjave nukleotida na mesto. 
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Da bi poskusili razložiti nepričakovano razvrstitev nekaterih vrst smo določena 
nukleotidna zaporedja iz drevesa poravnali in poravnave obdelali s programom Gblocks. 
Na tak način smo dobili izboljšane poravnave brez vrzeli, na osnovi katerih so bila 
preračunana tudi filogenetska drevesa. Nato smo v izboljšanih poravnavah poiskali taka 
mesta, zaradi katerih bi lahko program za izračun filogenetskega drevesa določene vrste 
razvrstil v nasprotju z evolucijo vrst. Na sliki 5 so prikazana takšna mesta za netopirja 
vrste Rhinolophus ferrumequinum. 
 
Slika 5: Poravnava delov zaporedij kodirajoče regije mRNA FUS netopirjev in kunca. Z 
rdečimi puščicami so poudarjena mesta, kjer ima netopir vrste Rhinolophus ferrumequinum boljše 
ujemanje s kuncem vrste Oryctolagus cuniculus kakor pa z netopirjema vrst Desmodus rotundus 
in Eptesicus fuscus. Za boljšo preglednost je preostanek poravnave skrit (skriti odseki so nakazani 
z modrimi trikotniki). Števila nad poravnavo ponazarjajo zaporedno število nukleotida v 
poravnavi. Poravnava je obarvana po odstotku identičnosti. 
S slike 5 lahko opazimo, da je v zaporedju mRNA FUS netopirja vrste R. ferrumequinum 
precej takih mest, kjer se pojavi isti nukleotid kot pri kuncu vrste O. cuniculus in se 
razlikuje od nukleotidov na tem mestu pri ostalih dveh netopirjih. Zaradi takih mest v 
poravnavi bi lahko program za izračun filogenetskega drevesa netopirja vrste R. 
ferrumequinum uvrstil kot sorodnega s kuncem (slika 4), namesto da bi ga umestil skupaj 
s preostalima netopirjema. 
Na enak način smo analizirali tudi uvrstitev prvaka vrste Pongo abelii k opicam starega 
sveta, kar se prav tako ne sklada z evolucijo sesalskih vrst. Rezultati analize so prikazani 
na sliki 6. Znotraj poravnave lahko, podobno kot v primeru netopirja vrste R. 
ferrumequinum, najdemo mesta, kjer se posamezni nukleotidi v zaporedju mRNA FUS 
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prvaka P. abelii bolj ujemajo z opicami starega sveta kot pa s človečnjaki. S tem 
rezultatom lahko razložimo, zakaj je program za izračun filogenetskega drevesa uvrstil 
prvaka vrste P. abelii med opice starega sveta (slika 4) in ne med človečnjake.  
 
Slika 6: Poravnava delov zaporedij kodirajoče regije mRNA FUS opic starega sveta in 
človečnjakov. Z rdečimi puščicami so poudarjena mesta, kjer ima prvak vrste Pongo abelii boljše 
ujemanje s opicami starega sveta kot s človečnjaki. Za boljšo preglednost je preostanek poravnave 
skrit (skriti odseki so nakazani z modrimi trikotniki). Števila nad poravnavo ponazarjajo 
zaporedno število nukleotida v poravnavi. Poravnava je obarvana po odstotku identičnosti. 
 
4.1.3 Protein TAF15 pri sesalcih 
Za nastanek filogenetskega drevesa proteina TAF15 smo uporabili 59 nukleotidnih 
zaporedij celotnih mRNA TAF15 različnih sesalskih vrst in zaporedje celotne mRNA 
piščanca, na katero smo drevo koreninili. Filogenetsko drevo je prikazano na sliki 7. 
Na sliki 7 lahko opazimo, da so vrste, ki spadajo v isti red, po pričakovanjih razvrščene 
skupaj. Tudi v primeru tega filogenetskega drevesa ima malo vej nizke vrednosti pristopa 
ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap), na primer veja, ki vodi v razvejišče zveri in 
sodoprstih kopitarjev, in na takih mestih je topologija drevesa manj zanesljiva.  
Če dobljeno drevo primerjamo z evolucijo sesalskih vrst [43], se pojavita dve odstopanji. 
V našem drevesu so lagomorfi zunanja skupina prvakom, v skladu z evolucijo vrst pa so 
lagomorfi sestrska skupina glodavcem. Prav tako so v našem drevesu netopirji skupaj z 
lihoprstimi kopitarji zunanja skupina sodoprstim kopitarjem in zverem, v skladu z 
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evolucijo vrst pa imajo netopirji skupnega prednika z vsemi kopitarji in zvermi, sodoprsti 
kopitarji pa so zunanja skupina sestrski skupini zveri in lihoprstih kopitarjev. 
V skladu z evolucijo vrst pa je na našem drevesu (slika 7) lepo opazna delitev na nadreda 
Euarchontoglires in Laurasiatheria, trobčar in pasavec imata neposrednega skupnega 
prednika in sta zunanja skupina preostalim višjim sesalcem, stokovci imajo skupnega 
prednika z vsemi preostalimi sesalci, vrečarji so zunanja skupina višjim sesalcem, prav 
tako pa sta opazni delitvi na zveri podobne mačkam in zveri podobne psom znotraj reda 
zveri ter na človečnjake, opice starega sveta, opice novega sveta in lemurje znotraj reda 
prvakov. 
Tako kot pri preostalih dveh drevesih lahko tudi na sliki 7 opazimo, da so veje znotraj 
prvakov, zveri in sodoprstih kopitarjev precej kratke, torej je poteklo malo nukleotidnih 
zamenjav v mRNA vrst znotraj teh redov. 
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Slika 7: Filogenetska analiza celotne mRNA TAF15 pri sesalcih. Vrste iz istega reda so 
označene z isto barvo. Legenda je pod drevesom. Na vejah so z rdečo zapisane vrednosti pristopa 
ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Merilo predstavlja 0,08 zamenjave nukleotida na mesto. 
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Za korenino smo uporabili mRNA TAF15 piščanca. Kratke veje so zaradi boljše preglednosti 
podaljšane s črtkano črto. 
Enako kot pri analizi filogenetskega drevesa proteina FUS smo tudi tukaj poskušali iz 
poravnave določenih nukleotidnih zaporedij mRNA TAF15 razložiti nepričakovane 
razvrstitve nekaterih vrst. Željena zaporedja smo poravnali in obdelali s programom 
Gblocks. V izboljšanih poravnavah smo nato poiskali mesta, ki bi lahko razložila 
razvrstitev določene vrste v nasprotju z evolucijo vrst. Na sliki 8 so prikazana taka mesta 
za kunca vrste Oryctolagus cuniculus. 
 
Slika 8: Poravnava delov zaporedij celotne mRNA TAF15 glodavcev, prvakov in kunca. Z 
rdečimi puščicami so poudarjena mesta, kjer ima kunec vrste Oryctolagus cuniculus boljše 
ujemanje s prvaki kakor z glodavci. Za boljšo preglednost je preostanek poravnave skrit (skriti 
odseki so nakazani z modrimi trikotniki). Števila nad poravnavo ponazarjajo zaporedno število 
nukleotida v poravnavi. Poravnava je obarvana po odstotku identičnosti. 
24 
 
S slike 8 je razvidno, da se znotraj zaporedja mRNA TAF15 kunca O. cuniculus pojavi 
nekaj takih mest, kjer ima kunec isti nukleotid kot večina prvakov in drugačnega od 
večine glodavcev. Taka mesta bi lahko razložila, zakaj je program za izračun 
filogenetskega drevesa uvrstil kunca bolj sorodnega prvakom (slika 7) kot pa glodavcem. 
Prav tako smo na enak način analizirali še, zakaj je program za izračun filogenetskega 
drevesa netopirje uvrstil evolucijsko bližje lihoprstim kopitarjem (slika 7) kot sodoprstim 
kopitarjem. Rezultati so prikazani na sliki 9.  
 
Slika 9: Poravnava delov zaporedij celotne mRNA TAF15 netopirjev, lihoprstih kopitarjev 
in sodoprstih kopitarjev. Z rdečimi puščicami so poudarjena mesta, kjer imajo netopirji boljše 
ujemanje z lihoprstimi kopitarji kot s sodoprstimi kopitarji. Za boljšo preglednost je preostanek 
poravnave skrit (skriti odseki so nakazani z modrimi trikotniki). Števila nad poravnavo 
ponazarjajo zaporedno število nukleotida v poravnavi. Poravnava je obarvana po odstotku 
identičnosti. 
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S slike 9 lahko opazimo nekaj mest znotraj zaporedja mRNA TAF15 netopirjev, kjer 
imata vsaj dva izmed treh netopirjev enak nukleotid kot lihoprsta kopitarja in drugačnega 
kot večina sodoprstih kopitarjev. Zaradi takih mest so se netopirji v našem drevesu 
razvrstili v nasprotju s pričakovanji. 
4.1.4 Protein FUS pri vretenčarjih 
Filogenetsko analizo proteina FUS smo poskusili razširiti tudi na vretenčarje. Ker se 
predvsem pri ribah najde manj vrst, ki bi imele v zbirki podatkov zaporedje proteina FUS, 
smo tudi znotraj sesalcev, dvoživk in ptic prilagodili obseg uporabljenih zaporedij. Za 
izris filogenetskega drevesa smo tako uporabili 14 aminokislinskih zaporedij proteina 
FUS nekaterih glavnih predstavnikov vretenčarjev. Filogenetsko drevo je prikazano na 
sliki 10. 
 
Slika 10: Filogenetski odnosi proteina FUS pri vretenčarjih. Na vejah so z rdečo zapisane 
vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Merilo predstavlja 0,1 zamenjave 
aminokisline na mesto. 
S slike 10 lahko opazimo, da je polovica vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. 
bootstrap) enakih 0, kar pomeni, da je topologija drevesa na veliko mestih nezanesljiva. 
Prav tako se dobljeno drevo močno razlikuje od evolucije vretenčarjev [44], hkrati pa je 
zaradi nizkih vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap) to težko zanesljivo 
trditi. Predvsem nenavadna je uvrstitev koelakanta (Latimeria chalumnae), ki je glede na 
evolucijo vretenčarskih vrst zunanja skupina vsem vretenčarjem s pljuči (dvoživke, ptice, 
plazilci in sesalci). V našem drevesu pa je koelakant uvrščen kot sestrska skupina kljunašu 
(Ornithorhynchus anatinus). Opazimo lahko tudi, da so veje znotraj sesalcev izjemno 
kratke, kar nakazuje na malo aminokislinskih zamenjav in veliko podobnost proteina FUS 
med sesalci. 
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4.1.5 Evolucija proteinov FUS, EWS in TAF15 pri sesalcih 
V naslednjem koraku smo želeli preveriti, ali so se duplikacije predniškega gena, iz 
katerega so se tekom evolucije razvili geni, ki zapisujejo proteine družine FET, zgodile 
pred razvojem posameznih vrst sesalcev, ali je do duplikacij predniškega gena prišlo v že 
evolucijsko oddaljenih vrstah. V ta namen smo naredili filogenetsko drevo iz 33 
nukleotidnih zaporedij kodirajočih regij mRNA genov FUS, EWSR1 in TAF15 različnih 
sesalskih vrst. Drevo je prikazano na sliki 11. 
 
Slika 11: Filogenetski odnosi proteinov družine FET pri sesalcih. Na vejah so z rdečo zapisane 
vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Merilo predstavlja 0,23 zamenjave 
nukleotida na mesto. Kratke veje so zaradi boljše preglednosti podaljšane s črtkano črto. 
S slike 11 je razvidno, da vse mRNA proteinov družine FET izhajajo iz iste točke, kar 
nakazuje na skupen predniški gen. Prav tako so ortologi razvrščeni v skupine, iz česar 
lahko sklepamo, da je najprej prišlo do duplikacije predniškega gena, nato so se skozi 
evolucijo v dupliciranih genih nabirale mutacije, proteini so pridobili različne funkcije 
in se v sesalske vrste prenesli vertikalno. Visoke vrednosti pristopa ponovnega 
vzorčenja (angl. bootstrap) vej, ki vodijo do skupin ortologov, močno podpirajo naše 
ugotovitve. 
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Če pogledamo še samo razvrstitev vrst znotraj posamezne skupine ortologov, vidimo, 
da niso popolnoma v skladu z evolucijo sesalskih vrst [43]. S podrobnejšo analizo 
razvrstitve nismo nadaljevali, saj to ni bil namen analize tega filogenetskega drevesa. 
 
4.2 Analiza ohranjenih aminokislin v domeni QGSY proteina EWS 
4.2.1 Poravnava aminokislinskih zaporedij proteina EWS  
Poravnali smo šest aminokislinskih zaporedij proteina EWS, ki pripadajo evolucijsko 
oddaljenim vrstam vretenčarjev. Ker nas je zanimala ohranjenost aminokislin samo 
znotraj domene QGSY, smo odstranili ostale dele zaporedij. Na sliki 12 je prikazana 
poravnava domene QGSY. 
 
Slika 12: Ohranjenost aminokislin v domeni QGSY proteina EWS pri evolucijsko 
oddaljenih vretenčarjih. Z barvami so označena mesta poravnave, kjer so aminokisline 
popolnoma ohranjene. Vsaka aminokislina je označena s svojo barvo. Števila nad poravnavo 
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ponazarjajo zaporedno število aminokisline v poravnavi relativno glede na domeno QGSY 
človeškega proteina EWS. 
S poravnave lahko opazimo, da je znotraj vretenčarjev v domeni QGSY popolnoma 
ohranjenih kar nekaj aminokislin, predvsem izstopata tirozin in glutamin. V poravnavi je 
tudi precej vrzeli, kar je posledica različne dolžine domene QGSY pri različnih vrstah. 
4.2.2 Ohranjenosti tirozina in glutamina 
Ker smo iz poravnave ugotovili, da sta tirozin in glutamin veikokrat popolno ohranjena, 
nas je v naslednjem koraku zanimalo, kako pogosto sta ti dve aminokislini popolnoma 
ohranjeni glede na ostale. Izračunali smo zastopanosti vseh popolnoma ohranjenih 
aminokislin (za enačbo glej metode 3.5), s čimer lahko številčno predstavimo 
najpogostejše popolnoma ohranjene aminokisline iz poravnave. Rezultati so prikazani na 
sliki 13. 
 
Slika 13: Zastopanost popolnoma ohranjenih aminokislin v izbranih šestih zaporedjih 
vretenčarjev domene QGSY proteina EWS. Prikazane so samo tiste aminokisline, ki so v 
poravnavi vsaj enkrat popolnoma ohranjene. Aminokisline so označene z istimi barvami kot v 
poravnavi. 
S slike 13 lahko razberemo, da sta v domeni QGSY najpogosteje popolnoma ohranjena 
tirozin in glutamin, najredkeje pa arginin. 
Da bi preverili, če sta tirozin in glutamin najpogosteje popolnoma ohranjena samo zato, 
ker se tudi največkrat pojavita v zaporedjih, smo naredili še en tortni diagram, ki prikazuje 
aminokislinsko zgradbo domene QGSY (slika 14). Deleže aminokislin smo izračunali na 
osnovi njihovega števila v vseh šestih zaporedjih (glej metode 3.6). 
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Slika 14: Deleži posameznih aminokislin v izbranih šestih zaporedjih vretenčarjev domene 
QGSY proteina EWS. Ostale aminokisline niso v poravnavi niti enkrat popolnoma ohranjene. 
Aminokisline so označene z istimi barvami kot v poravnavi. 
S slike 14 lahko vidimo, da je v domeni QGSY približno enak delež tirozina, glutamina, 
prolina, glicina, alanina in serina. Zelo malo je aspartata in arginina.  
4.2.3 Pogostost ohranjenosti aminokislin 
Da bi ohranjenosti tirozina in glutamina preverili še na drug način, smo za vsako vsaj 
enkrat popolno ohranjeno aminokislino izračunali, kako pogosto je popolno ohranjena 
(glej metode 3.7). Pogostost popolne ohranjenosti tako predstavlja delež primerov, ko je 
aminokislina popolnoma ohranjena, izmed vseh primerov, ko se aminokislina pojavi v 
zaporedju. Pri tem torej upoštevamo samo tista mesta poravnave, kjer se v vseh zaporedjih 
nahaja ista aminokislina. Rezultati so prikazani v tabeli 1. 
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Tabela 1: Pogostosti popolne ohranjenosti za posamezne aminokisline v domeni QGSY 
proteina EWS pri vretenčarjih. Prikazane so samo tiste aminokisline, ki so vsaj enkrat v 
poravnavi popolnoma ohranjene. Z rumeno so poudarjene visoke vrednosti pogostosti popolne 
ohranjenosti glede ne vse vrednosti v stolpcu.  
aminokislina pogostost popolne ohranjenosti [%] 
D 40,0 
Y 66,7 
Q 43,0 
P 9,5 
G 9,8 
A 5,9 
S 10,1 
R 42,9 
 
Iz tabele 1 lahko ugotovimo, da je velik delež (66,7 %) vsega tirozina, ki se pojavi v 
zaporedju domene QGSY, popolnoma ohranjen znotraj vretenčarjev. Podobno velja tudi 
za aspartat, glutamin in arginin.  
4.2.4 Grafična predstavitev ohranjenosti zaporedij (angl. sequence logo) domene 
QGSY proteina EWS 
V naslednjem koraku smo analizo razširili na večji vzorec vretenčarjev s čeljustjo. S tem 
smo dobili boljši vpogled v ohranjenost aminokislin v domeni QGSY proteina EWS in 
preverili veljavnost ugotovitev z manjšega števila vzorcev. Zbrali smo 49 aminokislinskih 
zaporedij različnih vrst vretenčarjev iz razredov ptičev, plazilcev, dvoživk, sesalcev in 
hrustančnic ter jih poravnali. Rezultati poravnave domene QGSY so prikazani v obliki 
grafične predstavitve ohranjenosti zaporedij (angl. sequence logo) (slika 15). Same 
poravnave zaradi prevelikega obsega nismo prikazali.  
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Slika 15: Grafična predstavitev ohranjenosti zaporedij (angl. sequence logo) narejena na 
osnovi poravnave 49 aminokislinskih zaporedij domene QGSY proteina EWS pri različnih 
vretenčarjih s čeljustjo. Modro obarvanje pod aminokislino ponazarja insert v poravnavi. Pod 
aminokislinami so napisana števila od 0 do 1, ki predstavljajo zasedenost mesta v poravnavi, tako 
da 1 predstavlja popolno zasedenost. 
32 
 
S slike 15 lahko razberemo, da je domena QGSY proteina EWS znotraj vretenčarjev s 
čeljustjo precej ohranjena. Izmed vseh aminokislin najbolj izstopajo ohranjenosti tirozina, 
glutamina in prolina. 
4.2.5 Ohranjenosti tirozina in glutamina pri večjem vzorcu vretenčarjev  
Tudi na obsežnejšem vzorcu vrst vretenčarjev s čeljustjo smo želeli dokazati, da sta 
tirozin in glutamin glede na ostale aminokisline pogosto ohranjena. Enako kot pri 
manjšem vzorcu smo izračunali zastopanosti vseh popolnoma ohranjenih aminokislin iz 
poravnave. Rezultati so prikazani na sliki 16. 
 
Slika 16: Zastopanost popolnoma ohranjenih aminokislin v domeni QGSY proteina EWS 
pri vretenčarjih s čeljustjo. Upoštevane so le tiste aminokisline, ki so v poravnavi vsaj enkrat 
popolnoma ohranjene. Aminokisline so označene z istimi barvami kot pri analizi manjšega 
vzorca. 
S slike 16 opazimo, da izmed vseh aminokislin, ki so kadarkoli v domeni QGSY proteina 
EWS popolnoma ohranjene, sta največkrat popolnoma ohranjena tirozin in glutamin. S 
tem smo že znano ugotovitev z manjšega vzorca potrdili še na širšem vzorcu vretenčarjev.  
Prav tako nas je ponovno zanimalo, kako pogosto se tirozin in glutamin pojavita v domeni 
QGSY, zato smo preračunali deleže posameznih aminokislin znotraj vseh 49 zaporedij. 
Na sliki 17 je prikazana aminokislinska zgradba domene QGSY proteina EWS. 
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Slika 17: Povprečna aminokislinska zgradba domene QGSY proteina EWS pri vretenčarjih 
s čeljustjo. Ostale aminokisline so tiste, ki niso v poravnavi niti enkrat popolnoma ohranjene. 
Aminokisline so označene z istimi barvami kot pri analizi manjšega vzorca. 
S slike 17 vidimo, da so v domeni QGSY deleži tirozina, glutamina, serina, prolina in 
treonina približno enaki. Več je tudi alanina in glicina, medtem ko je zelo malo arginina 
in aspartata. Ugotovitve s širšega vzorca vretenčarjev se ponovno skladajo z ugotovitvami 
z manjšega vzorca. 
4.2.6 Pogostosti popolne in 95 % ohranjenosti aminokislin pri večjem vzorcu 
vretenčarjev 
Kot zadnje smo tudi na večjem vzorcu vretenčarjev želeli preveriti, kako pogosto sta 
tirozin in glutamin ohranjena izmed vseh primerov, ko se pojavita v zaporedju. Enako kot 
pri manjšem vzorcu smo za vsako vsaj enkrat popolnoma ohranjeno aminokislino 
izračunali pogostost njene popolne ohranjenosti. Prav tako smo uvedli in preračunali še 
pogostosti 95 % ohranjenosti, pri čemer smo upoštevali tudi taka mesta v poravnavi, kjer 
se je v največ dveh zaporedjih (izmed 49) nahajala drugačna aminokislina kot 
najpogostejša. V takem primeru smo najpogostejšo aminokislino na tem mestu upoštevali 
kot 95 % ohranjeno. Rezultati so prikazani v tabeli 2. 
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Tabela 2: Pogostosti popolne in 95 % ohranjenosti za posamezne aminokisline v domeni 
QGSY proteina EWS pri vretenčarjih s čeljustjo. Prikazane so aminokisline, ki so vsaj enkrat 
v poravnavi vsaj 95 % ohranjene. Z * so označene aminokisline, ki se v zaporedjih pojavijo 
redkeje. Z rumeno so poudarjene visoke pogostosti ohranjenosti glede na ostale vrednosti v 
stolpcu. 
aminokislina povprečno število 
aminokisline v 
domeni QGSY 
pogostost 
popolne 
ohranjenosti [%] 
pogostost 95% 
ohranjenosti (odstopanje 
2 aminokislin) [%] 
Y 38 52,7 100 
Q 48 39,5 85,3 
P 34 29,8 68,5 
G 27 25,6 58,6 
A 29 17,2 24,1 
S 47 17,1 51,3 
T 37 5,5 24,6 
D* 6 31,6 94,8 
R* 2 94,2 94,2 
H* 1 / 87,5 
M* 3 / 34,0 
V* 6 / 34,3 
K* 1 / 87,5 
 
Iz tabele 2 ugotovimo isto kot iz manj obsežne analize, in sicer da je velik delež tirozina, 
ki se pojavi v domeni QGSY, popolnoma ohranjen pri vretenčarjih s čeljustjo. Podobno 
velja tudi za glutamin in arginin, ki je izmed vseh aminokislin najpogosteje popolnoma 
ohranjen, vendar je pri interpretaciji potrebno upoštevati tudi njegovo redko nahajanje v 
domeni. Histidin, metionin, valin in lizin niso niti enkrat v poravnavi popolnoma 
ohranjeni. 
Pri 95 % ohranjenosti so pogostosti ohranjenosti za vse aminokisline precej višje. Ves 
tirozin, ki se pojavi v domeni QGSY, je vsaj 95 % ohranjen znotraj vretenčarjev s 
čeljustjo. Prav tako imajo visoke pogostosti 95 % ohranjenosti tudi glutamin, aspartat, 
arginin, histidin in lizin. Ponovno je potrebno pri interpretaciji rezultatov upoštevati 
redkejše pojavljanje aspartata, arginina, histidina in lizina v zaporedju domene QGSY. 
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Tako lahko rečemo, da sta izmed aminokislin, ki se pogosto pojavijo v zaporedjih, tirozin 
in glutamin zelo pogosto ohranjena.  
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5 Razprava 
 
Rezultati filogenetskih analiz so se v večji meri skladali z našimi pričakovanji. Za 
nastanek ustreznih filogenetskih dreves posameznih proteinov FUS, EWS in TAF15 pri 
sesalcih smo analizirali različne kombinacije nukleotidnih zaporedij, pri čemer smo za 
vse proteine poskusili narediti tako drevo iz celotne mRNA kot tudi samo iz kodirajoče 
regije mRNA. Pri drevesih za EWS (slika 3) in FUS (slika 4) se je kot boljša možnost 
izkazala uporaba samo kodirajoče regije mRNA, pri drevesu za TAF15 (slika 7) pa 
uporaba celotne mRNA. Prav tako smo drevo proteina FUS (slika 4) poskušali izboljšati 
z dodajanjem in odvzemanjem zaporedij različnih vrst sesalcev, vendar v nobenem 
primeru nismo dosegli topologije, ki bi se skladala z evolucijo sesalskih vrst bolj kot 
prikazano drevo. Številne kombinacije zaporedij smo preizkusili tudi pri analizi 
filogenetskih odnosov proteina FUS pri vretenčarjih (slika 10). V rezultatih smo prikazali 
drevo preračunano iz aminokislinskih zaporedij proteina FUS, naredili pa smo tudi 
drevesa iz celotnih mRNA FUS, kodirajočih regij mRNA FUS in aminokislinskih 
zaporedij proteina FUS, kjer smo poskušali dodati še nekaj vretenčarskih vrst, predvsem 
iz razredov dvoživk, ptičev in plazilcev.  
Iz dreves za posamezne proteine FUS (slika 4), EWS (slika 3) in TAF15 (slika 7) smo 
ugotovili, da se evolucija teh proteinov v glavnem sklada z evolucijo sesalskih vrst. V 
vseh drevesih je lepo opazna delitev na redove, stokovci in vrečarji so zunanja skupina 
višjim sesalcem, primati in glodavci imajo skupnega prednika, prav tako pa so v vseh 
drevesih zveri razdeljene na zveri podobne psom in zveri podobne mačkam, prvaki pa so 
razdeljeni na človečnjake, opice starega sveta, opice novega sveta in lemurje. Evolucija 
proteina EWS se je izmed vseh treh proteinov še najbolj skladala z evolucijo sesalskih 
vrst, saj filogenetsko drevo (slika 3) le na enem mestu odstopa od pričakovanj, in sicer bi 
stokovci morali biti zunanja skupina vsem preostalim sesalcem in ne le vrečarjem. V 
drevesih vseh treh proteinov je večina vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. 
bootstrap) nad 0,75 in topologijo dreves na takih mestih lahko obravnavamo kot 
zanesljivo. Predvsem so se res nizke vrednosti pojavile v takih primerih, kjer so naša 
drevesa odstopala od evolucije sesalskih vrst. Predvidevamo, da so odstopanja v naših 
drevesih posledica različne hitrosti nabiranja mutacij v genih proteinov FET, hkrati pa so 
možne tudi slučajne mutacije v take nukleotide, ki so značilni za drugo skupino sesalcev, 
kot tisto, v katero odstopajoča vrsta spada na podlagi evolucije vrst. 
Pri interpretaciji rezultatov z dreves proteinov EWS, FUS in TAF15 smo se opirali na 
filogenetsko drevo sesalcev, kot je prikazano v viru S. Song in sod. Pomembno je 
poudariti, da je nadred Laurasiatheria še ne dokončno določen in v virih zasledimo še 
drugačne možnosti razvrstitve redov znotraj tega nadreda, kot na primer v članku J. 
Tarver in sod., kjer so sodoprsti kopitarji sestrska skupina lihoprstim kopitarjem, nato so 
zveri sestrska skupina vsem kopitarjem in netopirji so zunanja skupina vsem skupaj [45]. 
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Na nobenem izmed naših dreves takšna razvrstitev redov znotraj nadreda Laurasiatheria 
ni opazna, je pa pri dveh drevesih (slika 4 in slika 7) filogenetski program vrste v nadredu 
razvrstil drugače, kot smo pričakovali. V teh drevesih so netopirji sestrska skupina 
lihoprstih kopitarjev in v nekaterih virih najdemo tudi tako razvrstitev kot evolucijsko 
možnost [46]. Ker je razvrstitev vrst znotraj nadreda Laurasiatheria tako raznolika in smo 
se mi pri našem opisu rezultatov opirali le na eno izmed možnosti, predvidevamo, da bi 
z upoštevanjem drugačnih virov kot potek evolucije lahko rezultate tudi drugače 
interpretirali.  
V dveh drevesih močno izstopata razvrstitvi kunca vrste O. cuniculus (slika 4 in slika 7). 
Lagomorfi so glede na evolucijo sesalskih vrst sestrska skupina glodavcem in v obeh 
drevesih jih je filogenetski program razporedil drugače. Na filogenetskem drevesu 
proteina FUS (slika 4) ima kunec, skupaj z netopirjem vrste R. ferrumequinum, skupnega 
prednika z nadredoma Euarchontoglires in Laurasiatheria. Na drevesu proteina TAF15 
(slika 7) pa je kunec zunanja skupina prvakom. Predvidevamo, da je v obeh primerih 
kunec razvrščen nepričakovano zaradi drugačne hitrosti nabiranja mutacij v genih FUS 
in TAF15 v primerjavi s hitrostjo nabiranja mutacij v obeh genih pri glodavcih. Prav tako 
pa je kunec najverjetneje v obeh genih nabral take mutacije, ki so značilne za drugo 
skupino sesalcev, kot pa za glodavce. Da bi dobili topologijo drevesa, ki je v skladu z 
evolucijo vrst, bi lahko poskusili uporabiti nukleotidno zaporedja mRNA druge vrste 
lagomorfa ali pa bi uporabili več zaporedij različnih vrst lagomorfov. 
Za nekatere primere, kjer je program vrste razvrstil proti našim pričakovanjem, smo 
naredili poglobljeno analizo poravnav sorodnih nukleotidnih zaporedij in v njih iskali 
mesta, ki bi razložila nenavadno uvrstitev (slike 5, 6, 8 in 9). Predvsem smo to naredili za 
take primere iz drevesa, kjer analiza ne bi bila preobsežna in preveč zapletena, hkrati se 
pa nam je zdela smiselna in zanimiva. Tako smo po istih korakih, kot to naredi 
filogenetski program preden preračuna filogenetsko drevo, prišli do izboljšane poravnave 
željenih zaporedij. Ko govorimo o izboljšani poravnavi, imamo v mislih poravnavo, iz 
katere se odstranijo kakršnekoli vrzeli, zaradi katerih bi lahko program za izračun 
filogenetskega drevesa v določenih primerih napačno sklepal o sorodnosti. Ker so naša 
drevesa preračunana iz poravnave brez kakršnihkoli vrzeli, je sorodnost vrst odvisna 
predvsem od podobnosti zaporedij in podobnih nukleotidnih zamenjav. Filogenetska 
analiza, kot smo jo naredili mi, v izračunu tako ne upošteva insercij in delecij znotraj 
zaporedij, prav tako pa se ne gledajo razlike v dolžinah zaporedij. Zato se je kot najbolj 
logična izkazala analiza, kot smo se je lotili mi. Pri analizi poravnav smo iskali taka 
mesta, kjer je nenavadno razvrščena vrsta imela isti nukleotid kot skupina, kamor jo je 
program uvrstil in drugačnega kot skupina, kamor bi spadala glede na evolucijo vrst. Pri 
tem je pomembno poudariti, da so mesta, ki smo jih v poravnavah izpostavili mi, le ena 
izmed možnih razlag, zakaj je program vrste razvrstil v nasprotju z evolucijo vrst. Poiskali 
in predstavili smo le najbolj očitna mesta (takšna, kjer so odstopanja glede nukleotidov 
najbolj opazna in se pojavijo pri večini opazovanih organizmov) in znotraj poravnav z 
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veliko verjetnostjo obstaja še več takih manj očitnih mest, ki jih je lažje spregledati. Prav 
tako se znotraj celotnih poravnav nahajajo tudi taka mesta, na podlagi katerih bi lahko 
filogenetski program nenavadno uvrščeno vrsto razvrstil popolnoma v skladu z našimi 
pričakovanji, vendar je takih mest najverjetneje manj in zato je razvrstitev takšna kot je. 
Da bi zagotovo ugotovili vzroke nepričakovane razvrstitve, bi bile potrebne še 
podrobnejše analize celotnih poravnav, kjer bi v poravnavah na primer identificirali še 
več mest, ki razložijo nepričakovano razvrstitev in tudi takih, na podlagi katerih bi 
pričakovali razvrstitev v skladu z evolucijo vrst. Nato bi taka mesta ovrednotili in 
primerjali njihov odstotek nahajanja v poravnavi. Naše ugotovitve so tako le del razlage, 
zakaj je razvrstitev nekaterih vrst na drevesu takšna kot je, vendar lahko vsaj v grobem 
utemeljijo odločitev filogenetskega programa. 
Filogenetsko analizo proteina FUS smo prav tako razširili na vretenčarje. Razlog, zakaj 
tega nismo naredili tudi pri ostalih dveh proteinih, je v slabši anotaciji proteina EWS in 
TAF15 znotraj evolucijsko bolj oddaljenih vretenčarskih vrst, predvsem pri ribah 
(zagotovi ortologi obeh proteinov se v bazi podatkov NCBI [37] najdejo samo znotraj 
četveronožcev). Analiza se je izkazala za precej slabo, saj je polovica vej filogenetskega 
drevesa (slika 10) imela vrednost pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap) enako 
nič, prav tako pa se je topologija močno razlikovala od pričakovane na podlagi evolucije 
vretenčarjev [44]. Vzrokov za slabo drevo je več. Za nastanek drevesa smo uporabili malo 
število zaporedij, predvsem pri plazilcih, pticah, žabah in ribah, in morda bi z večjim 
naborom uporabljenih zaporedij tudi program lažje razvrstil skupaj bolj sorodne vrste in 
tvoril takšno topologijo, kot smo jo pričakovali. Na samo razvrstitev je lahko močno 
vplivala tudi uporaba programa Gblocks, ki je iz poravnave pred izračunom filogenije 
odstranil veliko mest, saj smo uporabili evolucijsko precej oddaljene vrste, katerih 
aminokislinska zaporedja proteina FUS se močno razlikujejo, prav tako pa je precej 
insercij in delecij. Na tak način je program preračunal filogenijo na zelo 'osiromašeni' 
poravnavi (program Gblocks je izpisal, da je iz prvotne poravnave s 664 mesti ohranil le 
23 %), s čimer se težko prikaže celostna slika. Hkrati bi to lahko razložilo tudi zelo kratke 
veje znotraj vrst sesalcev, saj so si te med sabo zelo sorodni in v krajši poravnavi je tudi 
manj aminokislinskih zamenjav. Neuspeh je lahko tudi posledica izbrane metode za 
preračun filogenetskega drevesa, saj naš program uporabi metodo največjega verjetja in 
morda bi uporaba katere druge metode (na primer metode združevanja najbližjih sosedov) 
topologijo občutno spremenila, kot je opisal S. Anup [47]. Analizo proteina FUS pri 
vretenčarjih bi z več razpoložljivega časa lahko še izboljšali. V naslednjem koraku pa bi 
lahko razširili tudi analizi proteinov EWS in TAF15, tako da bi proteina v željenem 
organizmu poiskali s pomočjo programa BLAST [48] z iskanjem po trenutno 
neanotiranih genomih. 
Analiza duplikacije predniškega gena proteinov družine FET se je izkazala za uspešno. 
Iz filogenetskega drevesa so bili željeni podatki lepo razvidni ter podprti z visokimi 
vrednostmi pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). 
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Iz vseh filogenetskih analiz smo se naučili, da je ključnega pomena izbira ustreznih 
zaporedij. Dobimo lahko popolnoma drugačne rezultate, če uporabimo celotno zaporedje 
mRNA, ali če uporabimo samo kodirajočo regijo mRNA. Prav tako je pomembna dolžina 
zaporedij, ki jih izberemo, saj bodo daljša zaporedja v poravnavo uvedla insercije, ki jih 
bo program Gblocks odstranil. Popolnoma različne rezultate dobimo tudi, če dodajamo 
in odstranjujemo posamezna zaporedja ter ob vsaki spremembi izrišemo novo 
filogenetsko drevo. Na tak način lahko sproti ugotavljamo, katera zaporedja izstopajo in 
močno spremenijo topologijo drevesa ter jih zato v analizi obdržimo ali pa jih odstranimo. 
Hkrati na topologijo močno vpliva izbira metode za preračun filogenetskega drevesa. Pri 
naših analizah smo uporabljali samo metodo največjega verjetja in določene rezultate bi 
lahko izboljšali z uporabo druge metode.  
Iz analize ohranjenih aminokislin v domeni QGSY proteina EWS smo ugotovili, da je 
tirozin znotraj vretenčarjev močno ohranjen. Podobno je zapisal tudi K. A. W. Lee [25], 
in sicer, da je domena QGSY pri ljudeh in žabah zelo dobro ohranjena in da posebej 
izstopa ohranjenost tirozina, vendar pa avtor trditve ni podprl z rezultati analize ali viri. 
Hkrati nismo nikjer v literaturi zasledili nobenega vira, ki bi s pomočjo bioinformatske 
analize potrdil ohranjenost tirozina. Zaradi naštetih razlogov smo se odločili analizirati 
domeno QGSY proteina EWS najprej na manjšem vzorcu vretenčarjev, nato pa, za boljšo 
potrditev rezultatov, še na večjem vzorcu vretenčarjev s čeljustjo. Pri analizi nas je 
zanimalo predvsem, kako pogosto je tirozin popolnoma ohranjen glede na druge 
aminokisline in koliko tirozinov, ki se pojavijo znotraj domene QGSY, je ohranjenih. Pri 
tem smo postavili visoke kriterije ohranjenosti, in sicer smo najprej upoštevali samo 
mesta s 100 % ohranjenostjo aminokislin, kasneje pri širši analizi pa smo upoštevali tako 
mesta s 100 % ohranjenostjo, kot tudi mesta s 95 % ohranjenostjo. S tem smo želeli pri 
analizi ohranjenosti upoštevati tudi taka mesta poravnave, kjer zaradi napak pri 
določevanju aminokislinskega zaporedja ali zaradi slabše predvidenega zaporedja kakšna 
aminokislina sploh ni bila določena (X na mestu aminokisline) ali pa je ta morda bila 
določena narobe. Na tak način smo statistično signifikantno pokrili morebitne napake in 
redke mutacije.  
Če hkrati upoštevamo rezultate manj obsežne kot tudi obsežnejše analize (slike 13, 14, 
16 in 17), lahko zaključimo, da sta tirozin in glutamin močno ohranjena v primerjavi z 
ostalimi aminokislinami, ki se podobno pogosto pojavijo znotraj domene QGSY. Pri 
analizi manjšega števila vzorcev smo s slike 14 ugotovili, da je v domeni QGSY približno 
enak delež tirozina, glutamina, prolina, glicina, alanina in serina. Zaradi približno 
enakega deleža naštetih aminokislin bi pričakovali, da bo tudi njihova zastopanost 
popolne ohranjenosti približno enaka, če predpostavimo naključno ohranjenost 
aminokislin skozi evolucijo. S slike 13 pa lahko opazimo, da sta deleža popolnoma 
ohranjenega tirozina in glutamina bistveno višja od ostalih štirih, zato sklepamo, da se 
tirozin in glutamin skozi evolucijo bolj ohranjata kot preostale aminokisline. Popolnoma 
enaka ugotovitev sledi tudi, če upoštevamo obe sliki pri obsežnejši analizi (sliki 16 in 17) 
41 
 
Ugotovimo, da je aminokislinska zgradba domene malo drugačna, vendar sta izmed vseh 
aminokislin, ki jih je približno enak delež, največkrat popolnoma ohranjena tirozin in 
glutamin. Predvidevamo, da evolucija domene QGSY proteina EWS ni potekala 
naključno, saj bi v primeru naključnih mutacij pričakovali podobno popolno ohranjenost 
vseh pogostih aminokislin v domeni. Tako pa sta se tirozin in glutamin bolj ohranjala in 
zato predvidevamo, da sta ti aminokislini v domeni QGSY funkcionalno pomembni. 
Iz tabel pogostosti popolne ohranjenosti (tabela 1 in tabela 2) lahko vidimo, kolikšen 
delež aminokisline izmed vse aminokisline, ki se pojavi v domeni QGSY, je ohranjen. 
Pri analizi manjšega vzorca smo se osredotočili le na pogostost popolne ohranjenosti, saj 
je bil vzorec premajhen, da bi bilo smiselno upoštevati še nižje ohranjenosti. Iz tabele 1 
vidimo, da sta poleg tirozina in glutamina ohranjena tudi aspartat in arginin. S slike 14 pa 
lahko razberemo, da se v domeni aspartat in arginin redko pojavita. Pri analizi širšega 
vzorca smo zaradi že naštetih razlogov analizirali tudi pogostosti 95 % ohranjenosti 
aminokislin (tabela 2). Pri tem smo ugotovili, da so poleg tirozina in glutamina pogosto 
ohranjeni še aspartat, arginin, histidin in lizin, vendar se te aminokisline v domeni 
pojavijo redko. Pogostosti ohranjenosti aminokislin, ki se v primerjavi z ostalimi 
aminokislinami v domeni pojavijo občutno manjkrat, se nam zdijo nezanesljive. Če 
ponovno predpostavimo naključne mutacije skozi evolucijo, potem je majhna verjetnost, 
da se bo ta zgodila ravno v kateri izmed redkih aminokislin in zato so pogostosti 
ohranjenosti lahko lažno višje.  
Na podlagi vseh rezultatov, ki smo jih dobili pri analizi ohranjenih aminokislin znotraj 
domene QGSY pri vretenčarjih, lahko trdimo, da je tirozin občutno bolj ohranjen kot 
ostale aminokisline. Prav tako je v primerjavi z ostalimi aminokislinami še precej bolj 
ohranjen tudi glutamin, česar v virih zaenkrat še nismo zasledili. Pomembno je poudariti, 
da smo pri analizi ohranjenosti imeli precej visoke kriterije (pogosto smo upoštevali samo 
popolno ohranjenost), kar pa je posledica dobre ohranjenosti domene QGSY. Če bi 
dovoljevali prenizke odstotke ohranjenosti, bi morali kot ohranjene upoštevati skoraj vse 
aminokisline v domeni, kar se nam ne zdi informativno. Našo analizo bi z nekaterimi 
popravki lahko še izboljšali, tako da bi v izračunih upoštevali tudi mutacije v sorodne 
aminokisline (na primer serin v treonin) in da bi na nek način ovrednotili tudi vrzeli. Prav 
tako pa bi lahko podobno analizo naredili še na preostalih dveh proteinih družine FET in 
s tem preverili, ali je ohranjenost tirozina v primerljivih domenah značilna za celotno 
družino. Če bi ugotovili, da je tirozin bolj ohranjen tudi pri proteinih FUS in TAF15, bi s 
tem še dodatno podkrepili naše predvidevanje, da je tirozin v domeni QGSY funkcionalno 
pomemben. 
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6 Zaključek 
 
V okviru diplomske naloge smo analizirali evolucijo posameznih proteinov družine FET 
znotraj sesalcev in ugotovili, da se ta v glavnem sklada z evolucijo živalskih vrst, zato 
lahko našo prvo hipotezo potrdimo. Pri primerih, kjer je filogenetski program vrste 
razvrstil drugače, smo analizirali poravnave izbranih nukleotidnih zaporedij in 
identificirali mesta, ki bi lahko pojasnila odstopanja. Analizo smo pri proteinu FUS 
poskusili razširiti še na vretenčarje, vendar rezultati niso ustrezni. Analizo bi z 
izboljšavami v prihodnje lahko ponovili, tako da bi za nastanek filogenetskega drevesa 
uporabili več zaporedij, spremenili privzete nastavitve programa ali uporabili drugo 
metodo za razvrščanje v skupine. Analizo bi na enak način lahko razširili tudi pri proteinih 
EWS in TAF15.  
Filogenetska analiza vseh treh proteinov hkrati je pokazala, da so se geni, ki zapisujejo 
proteine FET, v skupnem predniku sesalcev najprej duplicirali, nato pa se skozi evolucijo 
v vrste prenesli vertikalno. S tem smo potrdili našo drugo hipotezo. 
Z bioinformatsko analizo domene QGSY proteina EWS smo potrdili hipotezo, da je 
tirozin najbolj ohranjena aminokislina v domeni. Visoko stopnjo ohranjenosti smo zaznali 
tudi pri glutaminu. Predvidevamo, da sta se tirozin in glutamin skozi evolucijo ohranjala 
bolj kot ostale aminokisline v domeni, torej sta funkcionalno pomembna. V naslednjem 
koraku bi lahko ohranjenost aminokislin preverili tudi pri proteinih TAF15 in FUS ter s 
tem ugotovili, ali je visoka stopnja ohranjenosti tirozina značilna za celotno družino 
proteinov FET. Prav tako bi lahko analizo ohranjenosti še izboljšali, pri čemer bi pri 
analizi ovrednotili tudi mutacije v sorodne aminokisline in vrzeli. 
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